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なんきん豆種子中には 5 種類のBowman -Birk型 (BBI 型)インヒビターが含まれ、構造解析の結果
A-I 、 A-II 、 B-I 、 B-ID はN末端領域が不均一である以外全く l司じアミノ酸配列であった(図
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乙の事実はこれ
らのインヒビターは同一
の遺伝子から生合成され
1 )。
A-II , 1>.-1 , 
B-1 , B-II1 
B-II 
種子のプロテアーゼによ
り N末端領域が切断され
4 種類のインヒビた為，
なんきん豆インヒピターの一次構造
Pーは阻害反応部位を示す。
図1.
ターか得られたことを示
B-II は A唆している。
-I group と比較して 16
個のアミノ酸置換が存在
そのうち 12個のアミノ酸は遺伝子のone point m utation で互いに変換し得る乙とか
ら、分子進化的に非常に近い種と考えられる。現在までに構造決定されたBBI 型インヒビターの一次構
造比較から相違アミノ酸残基の表を基に Fitch と Margoliash の方法で、 BBI 型インヒビターの系統樹を
するが(図 1 )、
この系統樹より BBI 型インヒピターを従来の形態学的分類とは少し異なった 4 つの group(gro
up 1 --町)に分類できた。
なんきん豆インヒビターはすべて 2 モノレの Trypsin と 1 モノレのChymotrypsin を阻害するが、そのプロ
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作製した。
テア ゼ阻害反応部位を決定するため、酸性下で触媒量のTrypsin および、Chymotrypsin による限定分
解、およびその限定分解で切断を受けたペプチド結合のプロテアーゼによる再合成を行った結果、 Arg
(19)-Arg(:加)結合でTrypsin と Chymotrypsin を間害し、そのKi値はそれぞれKi (try) = 2.1 x 1 O-~Ki(chy) 
=1.2x10-S Mであった。 Arg(47)-Ser (48)結合はTrypsinのみの阻害反応剖3位でKi値は 8.5x 10-sMと判明
した。
BBI型インヒビターは左右対象に 3個のS-S 環から成り，
i乙存在している。 Edman分解により B-ill 内のs­
S 環を内側の環(環皿)より順次開裂させその
酵素阻害活性を測定すると、環皿が開裂すると第
一反応部位Arg(19) -Arg (20)の阻害能力が13分の l に
低下，環 II ，皿がともに開裂すると 100 分の l に低
下した。尚，環 II ， ill の開裂は第二反応部位Arg(47)
-Ser(48)の間害活性には影響を与えなかった。以上
の結果， B-ill の 1 つの反応部位の活性構造は三重
図 2. B-ill の Covalent S tructure 
s-s環(第一反応部位は環 1-皿，第二反応部位は環 l'-皿" )によって作られていると考えられる。
最後にこのインヒビタ の阻害反応部位周辺アミノ酸の化学修飾による間害活性の変化を調べた。 B
-ill の第一反応部位の PíのArg 慨をSer に置換しても阻害活性は低下しなかったが， P2の Asp(18) をアミド
化lとより Asn にすると阻害活性は著しく低下した。従来のBBI型インヒビターは反応部位周辺がP 1 の位
置以外はすべて中性アミノ酸で占められているのでArg(20)の正電荷と Asp(18)の負電荷の相互作用により
反応部位周辺が活性な構造になると予想されたが，以上の結果Arg 四)と Asp (18)の相互作用はなく Asp(18) 
の負電荷のみ酵素阻害に関与していると考えられる。また P 1 のアミノ酸を除去したインヒピターは
阻害活性を全く失い ， P 2 の Ala (21) と Asn (49) をSed乙置換されたインヒビターの活性もかなり弱し、こと J
から， Pí のArg(20) (Ser でも可)とSer (48), P 2' の Ala(21) と Asn(49)はフ。ロテアーゼの阻害に重要な役割
を果していると推測される。
論文の審査結果の要旨
豆科植物種子中には多くのプロテアーゼインヒビターが存在しているが，その生理的意義および、阻害
機作に関して充分な研究は行われていない。
乗岡君は豆科植物中でもっとも形態学的に進化しているといわれているなんきん豆種子より 5 種の
Bowman -Birk 型プロテアーゼインヒビターを単離精製しその構造を決定.他のBowman -Birk 型イ
ンヒビターとは異なる構造を持つことを見出した。またBowman← Birk型インヒビターの分子進化的考
察からこれらインヒビターを 4 グループに分け得ること，また各グループに特徴的な間害反応
部位アミノ酸配列を有することを見出した。 5 種類のなんきん亘インヒピターは同じ阻害活性を有する
55 ~-
ので，特にその 1 種 B-ill の阻害機作について研究を行い， 卜リプシンに対する反応部位は Arg(19)-
Argt加1) ， Arg(47)-Ser(48)，またキモトリプシンに対する反応部位は Arg(19) -Arg (:却)であることを決定し，
酵素の基質特異性に合わない間害反応部位を有する乙とを見い出した。さらにインヒビタ -B-ill の s-s
環を順次化学的方法で開裂させ，その間害活性の変化より三重の s-s環が活性に対して非常に重要で
ある乙とを証明するとともに，阻害反応部位のアミノ酸残基を化学修飾，あるいは他のアミノ酸に置換
する乙とによる阻害活性を調べ， P2 -Aspの Fーカルボキシル基が活性発現に必要な蛋白のコンフォ
メーションの維持に重要な役割を果たしていること， P ~， P; 位置のアミノ酸も活性iζ必須であ
ることを見い出した。
以上乗同君の研究はBowman-阻止型プロテア ゼインヒピターの間害活性とアミノ酸残基との関係
について研究し，インヒビターの阻害機作に対して重要な知見を与えたもので，理学博士の学位論文と
して十分価値あるものと認める。
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